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OZET

GLUKAGON BENZERIi PEPTiD-1 ANALOGU LIRAGLUTID’IN CivCiv
EMBRIYO MODELINDE NORAL TUP GELISiMi UZERINE ETKIiSi

Inkretin bazli glukagon benzeri peptid-1 (GLP-1) reseptdr agonistleri tip 2 diyabet ve
obezite tedavisinde kullanilir. Pankreasin beta hiicrelerinden instilinin salgilanmasini
kan sekerine bagimli bir mekanizma ile arttirir, glukagon sekresyonunu inhibe eder,
beta hiicresini apoptozisten korur. Gida alimini ve istahi azaltirken gastrik bosalmay1
geciktirir, kilo verdirir ve sinir sistemi iizerinde koruyucu etki olusturur. Tez
calismamizin amact memelilerde ilk ay gelisimine benzerlikgdsteren civciv embriyo
modelinde farkli Liraglutid dozlarinin néral tiipe etkilerini arastirmaktir.

Izmir Bornova Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii’nden temin edilen 100 adet
61 + 5 gr agirlikta, spesifik patojen icermeyen 0. giin beyaz, doéllenmis tavuk
yumurtalart kullanildi. Sunulan tez g¢alismamiz bolimiimiiz ile Afyonkarahisar
Saglik Bilimleri Universitesi Tip Fakiiltesi Anatomi kiirsiisii ile ortak yapild1.28
saatlik inkiibasyon sabit bir sicaklik 37.5 + 0.5°C, nem oran1 % 60 - 68 araliginda
tutulmasi1 ve her 2 saatte bir 45° aciyla otomatik olarak dondiiriilmesi saglandi. Her
biri 25 yumurtadan olusan 4 gruba ayrildi. Liraglutid subblastodermik olarak
Hamilton mikro enjektorii ile 3 farkli dozda uygulandi. 48. saatin sonunda tiim
yumurtalar agilip embriyolar ¢ikarilarak makroskobik, mikroskobik ve histopatolojik
olarak degerlendirildi. Calismada diisiik doz 1.5 pg, orta doz 7.5 pg, yiksek doz 15
pug liraglutid yumurta basi kullanildi. Kontrol grubu ise sham olarak calisildi.
Hematoksilen-Eosin ve May-Griinland Giemsa soliisyonu ile boyama yapildi.

1. grupta 30 pug/kg/1.5 pg/yumurta bagst Liraglutid enjeksiyonu sonrasi 20 embriyoda
noral tliptin kapali oldugu (%80), 1 embriyoda noral tiiplin agik oldugu (%4), 1
embriyoda gelisim geriligi oldugu (%4), 1 embriyoda diskin olusmadig1 (%4) ve 2
embriyoda ise agma hatasi olustugu (%8) bas-ki¢ 6l¢iimii 660.37 £ 20.98 um, somit
sayist 15.95 + 1.43, Hamburger Hamilton skalasina gore 11-12 evre araliginda
oldugu,

2. grupta 150 pg/kg/7.5 pg/yumurta basi Liraglutid enjeksiyonu sonrast 19
embriyoda néral tiipiin kapali oldugu (%76), 3 embriyoda noéral tiipiin acik oldugu
(%12), 1 embriyoda gelisim geriligi oldugu (%4), 1 embriyoda diskin olusmadigi



(%4) ve 1 embriyoda ise agma hatasi olustugu (%4) bas-ki¢ 6l¢iimii 660.20 + 30.39
um, somit sayist 15.45 + 1.37, Hamburger Hamilton skalasinag 6re 11-12 evre
araliginda oldugu,

3. grupta 300 ug/kg/15 pg/yumurta basi Liraglutid enjeksiyonu sonrasi 19 embriyoda
noral tiiptin kapali oldugu (%76), 3 embriyoda noral tiipiin agik oldugu (%12), 1
embriyoda gelisim geriligi oldugu (%#4), 1 embriyoda diskin olugsmadig1 (%4) ve 1
embriyoda ise agma hatas1 olustugu (%4) bas-ki¢ 6l¢iimii 631.62 £+ 31.05 um, somit
sayis1 15.50 + 1.43 Hamburger Hamilton skalasina gore 11-12 evre araliginda
oldugu,

4. grup olan sham ise hig¢bir islem yapilmamis olup 21 embriyoda noral tiipiin kapali
oldugu (%84), 1 embriyoda noral tiipiin agik oldugu (%4), 1 embriyoda gelisim
geriligi oldugu (%4), 2 embriyoda diskin olusmadig (%8) bas-ki¢ 6l¢iimii 670.50 +
30.14 pm, somit sayis1 16.27 + 1.24, Hamburger Hamilton skalasina gore 11-12 evre
araliginda oldugu saptandi.

Noral tip acgikligi, somit sayilari, Hamburger Hamilton evreleri incelenmesinde
kontrol grubu ile deney gruplar1 arasindaki doza bagli farkin istatistiksel olarak
anlamliolmadig tespit edildi (p>0.05). Bas-ki¢ uzunluklari ortalamasi kontrol grubu
(670.50 um) ile diisiik doz (660.37 um) ve orta doz (660.20 um) gruplarinda benzer
iken yiiksek doz grubunda 631.62 um’ye diistiigii ve yiiksek doz grubu ile diger
gruplar arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edildi (P<0.05).
Sonug olarak,Liraglutid’in dozlar ile noral tiip agikligi ve somit sayilari arasinda
anlamli  bir iliski saptanmazken bas-kic Olclimleri arasinda farkliliklar
saptandi.Liraglutidteratojenik mekanizmasi net degildir; bu nedenle, daha fazla

arastirma yapilmasi gerekmektedir.



Anahtar Kelimeler: Civciv Embriyo Modeli, Inkretinler, Liraglutid, Noéral Tiip,
Obezite.
SUMMARY

EFFECT OF GLUKAGON-LIKE PEPTIDE-1 ANALOG LIRAGLUTIDEE
ON NEURAL TUBE DEVELOPMENT IN CHICK EMBRYO MODEL

Incretin-based glucagon-like peptide-1 (GLP-1) receptor agonists are used in the
treatment of type 2 diabetes and obesity. From the presence of beta in the pancreas, a
blood-dependent mechanism for the purpose of insulin develops, inhibits glucagon
secretion, and protects the beta cellfrom apoptosis. While reducing food intake, it
delays gastric reduction, causes weight loss and provides protection on the nervous
system. The aim of the thesis study is to scan different doses of Liraglutid on the
neural tube in a chick embryo model, which is similar to first month development in
mammals.

100 eggs of 61 + 5 gr, specific pathogen-free 0 day white fertilized chicken eggs
obtained from Izmir Bornova Veterinary Control and Research Institute were used.
Our thesis study presented was done jointly with our department and Afyonkarahisar
Health Sciences University, Faculty of Medicine, Department of Anatomy.
Incubation of 28 hours was maintained at a constant temperature of 37.5 + 0.5°C,
humidity in the range of 60 — 68% and automatically rotated at an angle of 45° every
2 hours. They were divided into 4 groups of 25 eggs each. Liraglutid was
administered subblastodermically with a Hamilton micro-injector in 3 different
doses. At the end of the 48th hour, all eggs were opened and embryos were removed
and evaluated macroscopically, microscopically and histopathologically. In the
study, 1.5 micrograms for low doses, 7.5 micrograms for medium doses, and 15
micrograms for high doses of Liraglutid injected eggs were used. The control group
was studied as sham. Staining was done with Hematoxylin-Eosin and May-
Griinland-Giemsa solution.

In group 1, after the injection of Liraglutid 30 microgram/kg/1.5 microgram/per egg,
the neural tube was closed in 20 embryos (80%), the neural tube was open in 1
embryo (4%), 1 embryo had developmental delay (4%), 1 no disc was formed in the
embryo (4%) and there was an opening error in 2 embryos (8%), the fore-aft
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measurement was 660.37 + 20.98 pm, the somite number was between 11 - 12 stages
according to the Hamburger Hamilton scale,

In group 2, after the injection of Liraglutid 150 micrograms/kg/7.5 micrograms/per
egg, the neural tube was closed in 19 embryos (76%), the neural tube was open in 3
embryos (12%), there was a developmental delay in 1 embryo (4%), 1 no disc was
formed in the embryo (4%) and there was an opening error in one embryo (4%), the
fore-aft measurement was 660.20 + 30.39 um, the number of somites was between
11 - 12 stages according to the Hamburger Hamilton scale,

In group 3, after the injection of 300 microgram/kg/15 microgram/ peregg Liraglutid,
the neural tube was closed in 19 embryos (76%), the neural tube was open in 3
embryos (12%), there was developmental delay in 1 embryo (4%), and the disc in 1
embryo. (4%) and one embryo had a defect in opening (4%). The fore-aft
measurement was 631.62 + 31.05 um, the number of somites was between 11 - 12
stages according to the Hamburger-Hamilton scale,

In group 4, sham, no procedure was performed and the neural tube was closed in 21
embryos (84%), the neural tube was open in 1 embryo (4%), there was
developmental delay in 1 embryo (4%), and in 2 embryos no disc was formed (8%)
fore-aft measurement was 670.50 + 30.14 um, somite number was 16.27 + 1.24,
according to Hamburger-Hamilton scale, in the 11-12 stage range.

In the examination of neural tube patency, somite counts, and Hamburger-Hamilton
stages, it was determined that the dose-related difference between the control and
experimental groups was not statistically significant (p>0.05). While the mean fore-
and-aft lengths were similar in the control group (670.50 um) and low dose (660.37
um) and medium dose (660.20 pm) groups, it decreased to 631.62 pm in the high
dose group and in the high dose group and other groups. The difference between the
two was found to be statistically significant (P<0.05).

As a result, there was no significant relationship between the doses of Liraglutid and
neural tube patency and somite counts, but differences were found between fore-aft
measurements. The Liraglutid teratogenic mechanism is not clear; therefore, more

research needs to be done.

Keywords: Chick Embryo Model, Incretins, Liraglutid, Neural Tube, Obesity.
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1. GIRIS

Merkezi sinir sistemi, omurilik ve beyni saran sinir dokulardan olusan bir viicut
sistemidir. Viicudun ¢evre ile yasamasini saglayan organlarin istemli ve istemsiz
hareketlerinin koordinasyonunu saglar. Canlinin tek ve tiim olarak idaresini saglayan
sistemdir. Sinir sistemini olusturan tiim yapilar ektoderm’den koken alir. Insandaki
noral tiip adi1 verilen yap1 beyin dokusundan baslayip boylu boyunca omuriligi de
icine alacak sekilde asagi dogru uzanir. Bu yapi, dollenmeden sonraki 2. ile 4. hafta
arasinda gelisimini tamamlar. NoOrojenez hayat boyu siirer. Tiiplin olusumu
embriyonun orta katmani (mezoderm) igerisinde notokord adli yapinin olusmasi ile
baslar. Sonu¢ olarak dis katmanda noéral tiip olusumu gozlenir ve beyin, bu tiipiin
ucundaki bir tomurcuk olarak olusur ve sonrasinda giderek biyiir (Kiirtiil, 2018;

Akosman, 2020).

Noral tiip defektleri konjenital malformasyonlar olup daha ¢ok c¢evresel, genetik ile
gebelikte ilag ve kimyasallara maruziyet durumuyla iligkilidir. Noral tiip
defektlerinin kliniginde parapleji, ciddi parezi ve idrar-gaita inkontinas1 6n plandadir.
Tedavisi genellikle cerrahi olup, tedavinin klinigine ciddi bir katkist yoktur.

Koruyucu 6nlemler daha 6n plana ¢ikmaktadir (Kiirtiil, 2018; Akosman, 2020).

Diinya’da canli dogumlarda bebeklerin yaklasik olarak % 2’sinde ciddi dogumsal
anomaliler saptanmaktadir. Anomalilerin de yaklasik olarak % 60’mi1 santral sinir
sistemi anomalileri olusturmaktadir (Baker, 1994). Noral tiip defekti (NTD)
yenidogan doneminde en sik rastlanan dogumsal anomalilerden birisidir (Robert,
2000). Noral kanalin erken donemde kapanmamasi ile anensefali ve ensefalosel
gelisirken, kapanmanin ge¢ doneminde olmasiyla meningomyelosel, meningosel,
miyelosizis, spina bifida okiilta, sirengomiyeli, dermal siniis ve gerginspinalkord
gelismektedir (Rowland, 2006).

Epidemiyolojisine bakildiginda noral tiip defektleri farkli cografik yayilimlar
gosterir. NTD, Avrupa iilkelerinde % 0.1 siklikta goriiliirken Tiirkiye'de bu oran,
cesitli calismalardan elde edilen verilere gore 9%0.3 - 0.5 arasinda degismektedir.
Ulkemizde her yil yaklasik 5000 cocuk bu hastalikla dogmaktadir (Tungbilek vd.,
1999). En yiiksek insidans %0.8 ile Ingiltere’nin kuzey ve batisinda gériiliirken,



giiney ve dogusunda insidans % 0.2 ile % 0.3 arasindadir (Milunsky, 1986). Amerika
ve Kanada’da insidans ¢ok daha diisiiktiir bu iilkelerde noral tiip defekti binde bir
oraninda goriiliir. Siyah irkta beyazlara gore daha az goriiliir ve kiz bebeklerde
erkeklere gore iki kat daha fazla rastlanir (Brocklehurst, 1976). NTD gelismesinde
rolii oldugu belirtilen pek ¢ok faktér bulunmaktadir. Bu faktorler arasinda; yetersiz
beslenme, yiiksek ates, hipertansiyon, diabetes mellitus, obezite, kullanilan bazi
ilaglar, cevresel kirleticiler, ge¢gmiste NTD Oykiisii olmasi, annenin 20 yasindan
kiiciik 35 yasindan biiyiik olmasi, primipar olma, dort ve daha fazla ¢ocuk dogurma,
dogum oOncesi bakim alamama veya yetersiz alma, diisiik sosyoekonomik diizeye
sahip olma ve folik asit eksikligi sayilabilir (Daly vd., 1997; Akan, 2002; Yildiz vd.,
2008). Gebelikte bazen zorunlu olarak kullanilmasi gereken ilaglar bu tip konjenital
malformasyonlara neden olmakta fakat oOzellikle gilinlimiizde yeni gelistirilen
ilaglarin gebelik kategorisi ve ne tiir malformasyonlara neden olabilecegi yapilan
caligmalarin azligr nedeniyle tam olarak bilinmemektedir (Tureci vd., 2011; Song
vd., 2012).

Liraglutid; genel olarak kandaki glukoz seviyesini diisiiren metabolik hormonlar
ailesinin bir liyesi olan Glukagon Benzeri Peptit-1 ile ayni reseptdre baglanarak daha
uzun sireli etki saglayan bir analogu (GLP-1), endojen bir inkretindir. Bagirsak L
hiicreleri tarafindan iiretilen 30 amino asit hormonu (Baggio ve Drucker, 2007), uzun
yart omre sahip bir GLP-1 analogu olan Liraglutid (Saxsenda) tip 2 diyabet
tedavisinde kullanilmaktadir (Lovshin ve Drucker, 2009). Deri alt1 liraglutid
enjeksiyonlari, normoglisemik bireylerde kan glukoz diizeylerini etkiler (Vella vd.,
2002). Noronal aktivitenin kontroliinde santral rol oynadigi ve beyin dokusunda

koruyucu etkili olabilecegini 6ne siiriilmiistiir (Int. Kay. 5, 2021).

Gilintimiizde kullanilan 6zellikle son donemlerde bulunan birgok ilacin gebelik
lizerine etkisi bilinmemektedir. Insanlar icin toksik oldugu diisiiniilen ilaglarin
teratojenik etkilerini belirlemek i¢in Oncelikle hayvan modeline ihtiyag vardir.
Insanlar iizerinde direkt deney calismasi yapilamadigindan hayvan ¢alismalari ile test

edilmeleri gerekmektedir (Ertekin vd., 2019).

Yapilan c¢aligmalardaki verilere gore tip 2 diyabet ve bobrek yetmezligi olan

hastalarda insiilinden liraglutid tedavisine gegisin basarili ve giivenilir bir sekilde



olduguna dair temel bilgi bulunmamasina karsin, klinik bulgular dikkate alinarak
gecisin saglanmasi Onerilmektedir (Araki vd., 2014). Bobrek (Araki vd., 2014,
Zavattaro vd., 2015), kalp (Inoue vd., 2015), mide (Jelssing vd., 2012), bagirsak
(Candeias vd., 2015), beyin (Briyal vd., 2014), pankreas (Garber vd., 2015; Kimura
vd., 2015), ovaryum (Rasmussen vd., 2014), karaciger ( Gao vd., 2015) ve adipoz
doku (Cantini vd., 2015) gibi ¢esitli organlarda da galisilan liraglutid’in, noral tiip
gelisimi lizerine etkisini gosteren literatiirde cok cok az g¢alisma bulnmaktadir.
Deneysel ve klinik calismalarda antidiyabetik etkisi yaygin olarak kabul edilen
liraglutid ayn1 zamanda antioksidatif ve antiapoptotik etkilerinin varligi da rapor
edilmistir (Inoue vd., 2015; Briyal vd., 2014).

Tez calismasi kapsaminda Liraglutid’in olasi sinir sistemi etkilerini degerlendirmek
icin civciv embriyo modeli kullanildi. Bu model iizerinde ¢alisma plan
olusturulmasinin sebebi, civciv embriyosunun erken dénemde gosterdigi gelisimin
(6zellikle ilk 48 saatlik siire) memeli omurgasinin embriyonal gelisiminin ilk ayina
benzerlik gostermesindendir. Dollenmis bir yumurtanin ortalama olarak kulucka
stiresi 22 giindiir; bunun bir giinii tavuk viicudunda, 21 giinii kuluckada gegmektedir.
Bu 21 giinliik siiredeki civeiv embriyosunun gelisim basamaklart Hamburger ve
Hamilton tarafindan 46 evreye ayrilmistir. Hamburger ve Hamilton'un 1951 yilinda
belirledigi gelisim safhalarina gore 8. evrede noral plak gelismis ancak agiktir; 13.
evreye gelindiginde noriilasyona denk diisecek sekilde noral tiip kapanmaktadir

(Hamburger vd., 1951).

Caligma  teratojen faktorlerin  ndriilasyon siirecine etkilerinin  kolaylikla
incelenebildigi, ilaglarin rahatlikla verilebildigi, ucuz ve uygun bir model olan civciv
embriyo modeli {izerinde yapildi. Bu tez c¢alismasinda liraglutid’in civciv
embriyolarinda noral tiip (orta hat) kapanmasina olan etkilerini makroskobik,

mikroskobik ve histolojik olarak inceleyerek ortaya koymayr amagladik.
1.1. Insanda Néral Dokunun Embriyolojik Gelisimi

Disi tireme hiicresi olan ovum ile erkek tireme hiicresi spermiumun fertilizasyonu
sonucu olusan zigot, hiicre boliinmesi, hiicre gog¢ii, hiicrenin programli 6limii ve

hiicre biiylimesi sonucu ¢ok hiicreli insan yapisina doniisiir. Prenatal déonem kendi



icinde ikiye ayrilir. Embriyonik donem ilk 8 haftadir, 57. glinden itibaren fetiisiin
dogumuna kadar gecen siire ise fetal donem olarak adlandirilir (Moore vd., 2019;
Petorak vd., 1984). Fertilizasyonu takiben totipotent bir hiicre olan zigot boliinmeye
baglar. Bu donemde birbirini izleyen bir seri mitoz boliinme ile daha kiigiik hale
gelen ve sayisi artan blastomerler olusur. Arka arkaya ii¢ boliinme sonrasinda
blastomerler i¢ ve dis tabakalari1 olan, birbirine sikica tutunan bir hiicre topu haline
gelmek {izere bir araya gelirler. Embriyo yeniden béliinerek 16 hiicreli “morula
(dut)” sekline gelir (Sadler, 1996). Fertilizasyondan ortalama 4 giin sonra morula
uterus bosluguna ilerlerken i¢inde bir kavite olugsmaya baglar. Bu kavitenin igerisine
stvi dolar ve blastokist boslugu olusur. Bu evredeki embriyoya “blastokist”, bosluga
da “blastosel” adi verilir. Ugiincii haftanin en belirleyici olay1 gastrulasyondur.
Gastrulasyon, primitif ¢izginin belirmesi ile baglar. Primitif ¢izginin sefalik ucu
genisleyerek primitif diigimii (Hensen diigiimii) yapar. Epiblast hiicreleri, primitif
¢izgi ve diigiim boyunca invajine olarak iki yeni hiicre tabakasini yani “endoderm”
ve “mezodermi” olustururlar. Intraembriyonik mezodermal germ tabakasinin
hiicreleri, yolk sac ve amnionu 6rten ekstraembriyonik mezodermle iliski kuruncaya
kadar diger iki germ tabakasinin arasina gog¢ ederler (Resim 1.1) (Schoenwolf vd.,
2014; Schoenwolf vd., 1990).
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Resim 1.1: Nériilasyon ve néral tiipiin olusumu (Int. Kay. 6, 2021).

Primitif ¢ukurda, invajine olan prenotokordal hiicreler ise prokordal plaga ulasana
kadar ilerler. Bu hiicreler, notokordal plak halinde endoderme karisirlar. Gelisimin

daha ileri evrelerinde, notokordal plak endodermden ayrilir ve solid bir kordon



goriiniime sahip “notokord” meydana gelir. Embriyonun orta hat eksenini olusturan
notokord aksiyal iskeletin ana ¢atisidir (Sadler, 1996; Schoenwolf vd., 2014).
Notokord olustuktan sonra ektodermden noéral tiip gelisimini saglarken, her iki
yaninda bulunan mezodermi de etkileyerek, segmentlere ayrilmaya zorlar. Once
mezodermin dorsalinde yariklanma olur. Bunun sonucunda olusan ufak mezoderm
pargalarindan somitler geligir. Somitler, ilk olarak embriyonun gelecekteki oksipital
bolgesinde ortaya ¢ikar. Somitlerin olugmasi, heniiz primitif ¢izginin arka ucuna
gelmeden sona erdiginden embriyonun kaudal kisminda mezoderm yariklanmadan
kalir (Resim 1.2). Yariklanma, mezodermin yalnizca dorsal boliimiinde siirlidir. Tlk
segmentin oniindeki mezoderm de yariklanma gostermez. Insanda ilk somit ¢ifti
gelisimin 20. giiniinde embriyonun servikal bolgesinde belirir (Sadler, 1996;
Schoenwolf vd., 2014).
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Resim 1.2: 45 saatlik bir civciv embriyosunda otokord ve somit gelisimi (Int. Kay. 7, 2021).

Ucgiincii embriyolojik hafta igerisinde, embriyonun dorsal orta hattinda bulunan
ekdoderm kalinlasmaya baslar ve noral tabakayr olusturur. Ektodermin
indiiksiyonunda 6zellikle TGF (transforming growth factor - doniistiiriicii biiyiime
faktorii) ailesi i¢inde yer alan aktivin, fibroblast biliylime faktorii, bunun disinda
retinoik asit ve c¢esitli norotransmitterler gibi sinyal molekiilleri gorev almaktadir
(Sadler, 1996; Colas vd., 2001; Ronald vd., 1996). Bu tabakanin her iki lateral sinir1
yiikselti yaparak ortalarinda boylu boyunca uzanan ¢ukura benzer oluk olusturur. Bu
tabaka lateralinde olusan yiikseltiler noral katlanti, ortadaki oluk ise néral oluk olarak
adlandirilir. Meydana gelen noral oluk, lateralinde yiikselti olarak bulunan noéral
katlantilarin mediale dogru yaklasarak birlesmesi ile silindir seklinde kapanir ve

noral tiipii olusturur. Kaynagsma gelecekte boynun olusacagi 4. somit bdlgesinden



baslar. Sefalik ve kaudal yonde devam eder. Kaynagma tamamlanincaya kadar noral
tiipiin kaudal ve sefalik uglari, amnion boslugu ile sirasiyla kranial ve kaudal
noroporlar yoluyla iliskidedir. Kranial néropor 25. giin (18-20 somitli evre) ve
posterior néropor 27. giin dolaylarinda (25 somitli evre) kapanir. Noroporlarin
kapanmasiyla noriilasyon artik tamamlanmistir. Sinir sistemi, kaudal bolgesi dar ve
sefalik bolgesi daha genis, icinde spinal kord, birka¢ dilatasyon ve beyin
keseciklerinin yer aldig1 kapal bir tiibiiler yap1 haline gelmistir. Bu evrede embriyo

yaklasik 3-5 mm boyundadir (Schoenwolf vd., 2014).

Uc tabakali embriyonun olustugu gastrulasyon ddnemi sonrasi embriyoda SSS
(santral sinir sistemi) gelisimi, 28. giinde tamamlanan “primer noériilasyon” olarak
adlandirilir. Bu hafta igerisinde baslayan spinal kordun distal kisimlar1 olan cauda
equina ve liflerinin olusumu baslayacak ve bu evre sekonder noriilasyon evresini
olusturacaktir. Sekonder ndriilasyon evresinde tiim noral tiplin {izeri, ylizey
ektodermi ile kapanmis durumdadir. Intrauterin hayatin 30. giiniinde olusan bu hiicre
grubunda vakuolizasyon gelisir. Vakuollerin birbirleri ile birlesmesi sonucu hiicre
grubu i¢inde tek bir kavite olusur. Bu olaya “kanalizasyon™ adi verilmektedir. 38.
giinde bu hiicre grubu ile noriilasyon sonucu olusmus olan iist medulla spinalis ile
L1-2 hizasinda birlesir ve fiizyon olusur (Moore vd, 2019). Noral tiiptin distalindeki
kaudal hiicre kiitlesi kuyruk seklinde uzanir. Bu olusum ger¢eklesirken ¢ok sayida
limen ve epandimal topluluklar filum terminale i¢inde organize olurlar ve distal
konus medullaris meydana gelir. Bu kabaca olusan distal spinal kord, 38. giinde
kaudal noral tlipin llimeninde azalma yani retrogresif diferesiasyon ile, kuyruk
tomurcugunun regresyonu baslar. En kaudal kisimda olan hiicre grubu 6. ve 7.

haftada regresyona ugrar ve ileride filum terminale olacak olan fibroz bir bant olugur
(Schoenwolf vd., 2014).

Birlesmeden sonra gelisen, kontrollii ve planli hiicre O6liimii ile bu donemde
noriilasyon ve noral dokunun iizerinin cilt ile kapanmasi tamamlanmistir.

Nériilasyon, néral plagin noral tiipe doniisme siirecidir (Int. Kyn. 1).

Basit bir hiicre kiitlesiyken (blastula) embriyonun katmanlardan olusan oldukca
organize bir yapiya doniisme siire¢ olarak tanimlanmaktadir. Ug¢ germ tabakasi

ektoderm, mezoderm ve endoderm gelisir. Notokord embriyonun ilkel eksenini



olusturur ve ona diklik saglar. Baslangi¢ta noral plak servikalde dar, sefalik bolgede

ise daha genis olarak gozlenir.

Gastriilasyon stireci boyunca, gelisimin daha sonraki asamalarinda embriyonun biitiin
doku ve organlarinin gelisecegi li¢ germ yapraginin kaynagi epiblasttir. Prenckordal
hiicrelerin hipoblastin i¢ine karismasiyla, embriyonun orta hatti kisa bir siire i¢in iki
hiicre tabakasindan meydana gelen notokordal plaktan olusur. Hipoblast yerini
primitif ¢izgi boyunca i¢ce dogru hareket eden endoderm hiicrelerine birakirken,
notokordal plagin hiicreleri de ¢ogalarak endodermden ayrilirlar. Bunlar daha sonra,
noral tiipiin altin1 doseyen ve aksiyel iskeletin kaidesini olusturacak olan i¢i dolu bir
hiicre kordonunu nihai notokordu olustururlar. Notokordun uzamasi dinamik bir
siirectir. Once kranial uc olusur ve kaudal bolgeler de primitif ¢izgi daha kaudal bir

pozisyon kazandik¢a yapiya eklenmektedir

Posterior néroporun bulundugu bolge, gelismis fetiiste T11-L4 segmentleri arasina
uymaktadir ve burast myelodisplazinin en sik karsilasildigi bolge olarak
bilinmektedir (Aksoy, 2005). Posterior néroporun kapanmasi ile birlikte piamater,
araknoid ve duramater gelismeye baslar. Santral sinir sistemi (SSS) 40. giiniinde
ventral yiizde belirmeye baglayan duramater, 52. gilinde tiim sistemi sarar
(Schoenwolf vd., 2014; Aksoy, 2005). Vertebral kanalin olusumu ise 3 evrede
tamamlanir. Ik evrede membrandz yapida olan ventral subkordal ve dorsal subkordal
zonlar noral tliplin lateralinden go¢ eden mezenkim hiicreleri tarafindan olusturulur.
Bu siire¢ 25. giinde baglar. Bu ventral ve dorsal subkordal zonlarin her ikisi de
medial ve lateral gruplara ayrilip, medial gruplar vertebra olusumunu, lateral gruplar
ise paraspinal kas gruplarmmin olusumuna yol agarlar. Ayrica bir grup mezenkim
toplulugu hemen sonra noéral tiiplin posterioruna uzanarak posterior noral ark ve
meninkslerin olusumunda da etkindir. Vertebral kolon olusumunun diger evreleri,
yukarida bahsettigimiz zonlarin bilateral ve simetrik olarak ¢alismasi ile vertebral
kolonun ve disk araliklarmin farklilasmasi yani kondrifikasyon evresi ve vertebra
olusumunun tamamlanmasini igeren ossifikasyon evreleridir. Vertebral kolonun
kaudal olusum evresi ileri derecede organize olmayip gerek sakrum gerek koksiks

olusumu bir seri regresyonu da igerir. Bu agsamalardaki disorganizasyon lipomlar,



teratomlar gibi kaudal regresyon anomalilerinin olusumuna yol agabilirler (Moore

vd., 2019; Schoenwolf vd., 2014; Botto vd., 1999).
1.2. Tavuk Embriyosu Gelisimi

Memeli hayvanlarda, embriyonal gelisim anne karninda gozlenirken, kanatlilarda,
dolayistyla tavuklarda, tamamen viicut diginda gergeklesir. Civeiv, embriyo geligimi
icin gerekli biitliin besin maddelerini yumurta i¢inde tamamlar. Yumurtadan civciv
gelisimi i¢in bazi ¢evre kosullarina ihtiyag duyulur. Giinlimiizde bu islem
yumurtalarin kulugka makinelerine konmasi ile de saglanabilmektedir (Aksoy, 1999;
Senkdyli, 2001). Embriyo doneminden civciv gelisimine kadar 46 evre bulunur ve
embriyo gelisimi ¢esitli evreleri igerir (Hamburger vd., 1951). Calisma kapsaminda
civciv embriyolarinin 44-48 saatlik donemi incelendigi i¢in burada Evre-13’¢ kadar

olan boliim anlatilmistir.

Evre-1 (Ilk ¢izgi): 1lkel ¢izginin olusumu gerceklesir. Blastodermin arka yarisina

dogru hiicrelerin toplanmasi sonucu olusan embriyonik katlanti goriilebilir.

Evre-2 (Baslangi¢ ¢izgisi): Inkiibasyondan yaklasik 6-7 saat sonraki dénemdir ve

gecici bir evredir.

Evre-3 (Ara ¢izgi): 12-13 saatlik embriyodur ve ilkel ¢izgi goriiliir. Embriyo
posterior kenardan pellusid merkezine dogru uzanmis, boyuna gore daha genistir.

Ilkel oluk heniiz olusmamustir.

Evre-4 (Tam ¢izgi): 18-19 saatlik embriyoda ilkel ¢izgi maksimum uzunluga
ulasmustir. Ilkel oluk, ilkel ¢ekirdek ve Hensen’s nodu olusmustur. Pellusida alan1 ve

uzunlugu artmis ve embriyo armut seklini almigtir.

[k dort evreye ait goriintii Resim 1.3’te gdsterilmistir.



Resim 1.3: Hamburger Hamilton evrelemesine gore Evre 1- arasi embriyolar (Petorak,
1984).

Evre-5: (19-22 saat) Hensen’s nodunun 6n kosesinden 6ne dogru uzanan, yogunlasan
mezodermin bir ¢ubugu seklinde notokord veya bas olusumu goriilmeye baslar;

ancak basa ait katlant1 heniiz goriillmemektedir.

Evre-6: (22-25 saat) Notokorda dogru olan blastodermin katlantis1 embriyonun 6n
ucunda belirginlesmistir. Somitler heniiz goriilmemektedir. Bas olugu ve ilk somit

¢iftinin olusumu i¢in embriyo gelisimi devam etmektedir.

Evre-7 (Bir somit): (23-26 saat) Noral katlantilar bas bolgesinde goriiniir hale

gelmistir. Bu donemde 2 somit vardir.

Evre-8 (Dort somit): (26-29 saat) Noral katlantilar orta beyin seviyesinde birlesirler.

4 somit vardir ve blastodermin posterior yarisinda kan adaciklar1 goriilmeye baslar.

Evre-9 (Yedi somit): (29-33 saat) Primer optik keseler olusmaya baslar. Kalbin

odaciklar1 birlesmeye baslar. Ortalama 7 somit vardir.

Evre-10 (On somit): (33-38 saatlik embriyoda somit sayis1 10 dur. 1. somit daginik

yerlesim gosterir. Bu evreden sonraki diger evrelerde sayiya dahil edilmez. Kranial



katlantinin ilk isareti olan ii¢ adet ilk beyin kesecigi agik sekilde goriiliir. Optik
kesecikler net degildir. Kalp hafif saga dogru yerlesimlidir.

Evre 5-10 arasina ait goriintii Resim 1.4°te gosterilmistir.

Resim 1.4: Hamburger Hamilton evrelemesine gére Evre 5-10 aras1 embriyolar (Int. Kay.
15, 2021).

Evre-11 (On ii¢ somit): (40-45 saat) Hafif bir kranial katlant1 vardir. Arka beyin 5
néromere ayrilmistir. On néropor kapanmaya baglamistir. Optik kesecikler

belirginlesir. Kalp saga yerlesmistir. Bu evrede somit sayis1 13 tiir.

Evre-12 (On alt1 somit): (45-49 saat) Kafa sola dogru donmiistiir. On néropor
kapanmistir. Telensefalon goriilmeye baglar. Primer optik kesecikler ve optik sak iyi
sekilde goriiliir. Kulak ¢ekirdegi derindedir ve genis sekilde agiktadir. Kalp hafif bir
S seklini alir. Amniyonun bagtaki katlantis1 6n beyin bolgesinin girisini kaplamistir.

Somit sayis1 16’dir.

Evre-13 (On dokuz somit): (48-52 saat) Kafa tamamen sola donmiistiir. Kranial ve
servikal katlanti genis bir egim yapar. Telensefalonun genislemesi belirgindir.

Derindeki kulak c¢ekirdeginin agikligi daralir. Hipofize ait bir belirti yoktur.

10



Atrioventrikiiler kanal daralarak belirginlesir. Amniyonun bastaki katlantis1 6n beyni,

orta beyni ve arka beynin 6n kismini kaplar. 19 somit vardir.

Evre 11-13 arasina ait goriintii Resim 1.5’te gdsterilmistir.
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Resim 1.5: Hamburger Hamilton evrelemesine gore Evre 11-13 aras1 embriyolar (int. Kay.
15, 2021).
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1.3. Noral Tiip Defektleri

Noral tlipiin olusumu ve kapanma dénemini kapsayan embriyolojik yasamin ilk dort
haftasinda, embriyoyu etkileyen faktorler sonucu ndral tiipiin ¢esitli kisimlarinin
kapanmasindaki yetersizliktir. Kapanmanin ne zaman ve ne kadar kesintiye
ugradigina bagl olarak hem kranial hem de kaudal uglarinda defektler olusabilir
(Ermis ve Erdogdu, 2001). Bu sorun insanda noéral tipiin kapanmasindaki kritik
giinler olan dollenmeden sonraki 23 ve 28. giinler arasinda meydana gelir ve bu
durumda noral tiip defekti olusumuna yol agar. Noral tiip defektleri merkezi sinir
sisteminin heterojen ve kompleks konjenital anomalileridir. Noral tiip defektleri
embriyoda noéral tiipiin kapanmasindaki hatalar sonucu olusmaktadir. Nedeni tam
olarak bilinmemekle beraber gevresel ve genetik faktorlerin bir arada rol oynadig
diisiiniilmektedir. Noral tiip defektleri (NTD) embriyoda noral tiipiin kapanmasindaki
hatalar sonucu olugmaktadir. Tiim diinyada NTD’lerin biitiin formlarmin insidansi
1000 canli dogumda 1,4-2 arasindadir. NTD, herhangi bir bozukluga neden
olmayacak kadar basit ya da agir norolojik hasara yol acabilecek veya yasamla
bagdasmayacak kadar agir ve karmasik olabilir. Bu defektler tipine ve bulundugu
bolgeye gore ciddiyet olarak farklilik gostermektedir. Konjenital malformasyonlar
tedavi ve rehabilitasyonlar1 zor ve masrafli olan, aile ve topluma biiyilk maddi ve
manevi yiikler getiren halk sagligi sorunlaridir. Prekonsepsiyonel donemde
konjenital malformasyonlara yol agan faktorlerin belirlenmesi ve gebelik takiplerinde
erken tani ile gerekli dnlemlerin alinmasinin 6énemini arttirir (Copp vd., 2010; Liu
vd., 2017). Noral tiip defektlerinin beraberinde goriilen ortopedik, iirolojik ve
norosirujik patolojiler sebebiyle olusturulan multidisipliner tedavi yaklagimlarinda
dahi morbidite ve mortalite oranlan yiiksektir (Blencowe vd., 2010; Yi vd., 2011).
Kraniyal defektler, anensefali, eksensefali, ensefalosel, Iniensefali, spinal defektler

acik kapali, meningosel, meningomiyelosel olarak tanimlanmaktadir (Resim 1.6).

Ulkemizde her yil yaklasik 5000 cocuk bu hastalikla dogmaktadir. Risk faktorleri
arastirildiginda annenin yasi, egitim diizeyi ve yasadigi bolgeye gore farklilik
gosterdigi, egitim diizeyi diisiik, i ve ilizeri dogum yapmis ve kiigiik yastaki

kadinlarda daha sik goriildiigii bildirilmektedir. Ayrica NTD siklig1 basta beslenme,
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cografi bolge, irk ve cevresel etkenlere bagli olarak farklilik gdstermektedir

(Tungbilek vd., 1999).

Cranial
neural
folds

A
18 d post- . S
D Site of : 4
Ssaston closure  ee—  Craniorachischisis
Initiation
Spinal
neural
folds
Cranial
neural ) Ancncephaly 10
ST fold — neurulation
B defects
24 d post- i
fenilizpation EQLT:: -
folds smmmmp Open spina bifida
Lipoma =
s
c Vertebrae—s
35 d post- : ;
fertilization mmmm) Spinal dysraphism oo
with lipoma — neurulation
’ defect
: 2° neural tube
Spinal tethering —=
D "
Occipital
ol ofith skull defect
post-
fertilization | Post-
— neurulation
, s Encephalocele defect
\
1.
Herniation of
hindbrain &
meninges

Resim 1.6: NTD alt tipleri kapanis asama gorseli (Greene ve Copp, 2014)

Insanlarda  yaygin  olarak ndral tip defektleri olarak  siniflandirilan
malformasyonlarin gelisimsel kokeni Resim 1.6’da gosterilmistir. Resim 1.6’ya gore
A ve B primer norulasyon bozukluklar1 arasinda, noéral tiipiin kapanmayi
baslatamadig1r durumu gostermektedir. Beynin ¢ogu ve tim omurganin agik kaldigi
duruma kranioraksizis (A) adi verilir. Kapatma basarili bir sekilde baslatilirsa,

kraniyal ve / veya spinal néral kivrimlar (B) kapanamaz. (C) Ikincil norulasyon
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bozukluklari, noral tiipiin bitisik dokulardan tamamen ayrilmamasi, boylece baglama
ve hareketliligin azalmasini igerir. Omurilik cilt tarafindan kaplanir ve genellikle
heniiz bilinmeyen mekanizmalar yoluyla yag dokusu birikimi (lipoma) ile iligkilidir.
(D) Iskelet sonras1 kemik yapis1 tam olarak gelismediginde, postnériilasyon sonrasi
kusurlar ortaya ¢ikabilir. Beyin dokusu olsun olmasin, meninkslerin bir kafatasi
defekti yoluyla fitiklasmasi (burada oksipital olarak fakat bazen paryetal veya fronto-
etmodiyal olarak goOsterilmistir) ensefalosel lretirken, spinal bolgedeki benzer bir

kusur meningosel iiretir (Greene ve Copp, 2014).
1.4. Liraglutid

Liraglutid, genel olarak kandaki glukoz seviyesini diisiiren metabolik hormonlar
ailesinin bir iiyesi olan Glukagon Benzeri Peptit-1 (GLP-1) ile ayni reseptore
baglanarak daha uzun siireli etki saglayan bir GLP-1 analogudur. Liraglutid tipki
insan GLP-1 hormonunun yaptig1 gibi endojen insiilin salgilanmasini arttirir. Novo
Nordisk Firmasi tarafindan gelistirilen bu iriin 3 Temmuz 2009 tarihinde Avrupa
llag Kurumu ve 25 Ocak 2010 yilinda da Food and Drug Administration (FDA)
tarafindan tip 2 diyabetin tedavisi i¢in uygulanan enjekte edilebilir bir ilag olarak
onaylamistir. FDA 23 Aralik 2014 tarihinde Avrupa Ilag Ajans1 23 Ocak 2015
tarthinde, viicut kitle indeksi 30'dan fazla olan obez kisiler tarafindan, ya da, yine
Viicut Kitle Indeksi 27 ya da daha fazla olan asir1 kilolu ve asir1 kiloya bagl olarak
gelisen en az bir tane komplikasyon yasayan kisilerin tedavisi i¢in onaylanmstir. Bu
etken maddenin 2015 yilinda farkli bir dozaj formu Amerika ve Avrupa’da obez olan
ya da asir1 kilolu olup, bu asir1 kilolara bagli olarak en azindan bir komplikasyon
yasayan hastalarin tedavisi igin kullamlmaya baslanmistir (Int. Kay. 8, 2021;
Goldstein vd., 2007).

Liraglutid, kan sekeri yiikseldiginde pankreatik beta hiicrelerinden insiilin salinimina
yol agar. Bu insiilin salininmi kandaki glukoz konsantrasyonlar1 azalincaya kadar
devam eder ve Oglisemiye (normal kan sekeri seviyesi) yaklasincaya kadar devam
eder. Ayn1 zamanda glukoz bagiml bir sekilde glukagon salgilanmasini azaltir ve
gastrik bosalmay1 geciktirir. Endojen GLP-1'in aksine, Liraglutid, 13 saatlik bir

plazma yar1 omri ile peptidazlar tarafindan metabolik degradasyona (kendini
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olusturan basit parcalara ayrilmasi, bozulma, yikilma) kars: stabildir (Int. Kay. 8,
2021).

Endojen GLP-1, viicutta yaygin olarak bulunan enzimler olan, dipeptidil peptidaz-4
(DPP4) ve notr endopeptidazlar (NEP) ile bozunmasina bagli olarak 1,5-2 dakikalik
bir plazma yar1 6mriine sahiptir. Kas i¢ine enjeksiyondan sonraki yar1 6mrii yaklasik
yarim saattir, bu sekilde uygulandiginda bile, terapdtik bir ajan olarak sinirli bir
kullanimi1 vardir. GLP-1'in metabolik olarak aktif formlari, endojen GLP-1-(7-36)
NH2 ve daha nadir olan GLP-1-(7-37)'dir. Liraglutid’in etki siiresinin uzatilmasi, bir
yag asidi molekiiliniin, GLP-1-(7-37) molekiiliiniin bir pozisyonuna baglanmasiyla
elde edilir, bdylece hem kendiliginden birlesir hem de cilt alt1 dokusu ve kan akimi
icinde alblimine baglanir. Aktif GLP-1 daha sonra albiimin'den yavas ve sabit bir
oranda  salimir.  Liraglutid’in  albiimine  baglanmasi, GLP-1-(7-37) ile
karsilastirildiginda, daha yavas bir enzimatik yikima ugramasit ve ilacin renal

eliminasyonunun azalmasi ile sonuglanir (Goldstein vd., 2007).
1.4.1.Tiroid kanseri

Insanlarda rutin olarak kullanilandan sekiz kat daha fazla dozlara maruz birakilan
siganlarda, Liraglutid, tiroid tiimdrlerinde istatistiksel olarak anlamli bir artisa neden

olmustur. Bu bulgunun klinik 6nemi bilinmemektedir (int. Kay. 13, 2021).
1.4.2.Pankreatit

2013 yilinda, Johns Hopkins'deki bir grup arastirmact akut pankreatit i¢in hastaneye
yatis yapan hastalar ile GLP-1 tiirevleri (exenatid gibi) ve DPP-4 inhibitérleri
(sitagliptin gibi) ile 6nceden tedavi goren hastalar arasinda istatistiksel olarak anlaml

bir iliski oldugunu bildirmistir (Singh vd., 2013).
1.4.3. Liraglutid Kimyasal Formiil ve Gebelikte kullanimi

Kimyasal formiilii Cj7pH265N430s1 olan liraglutid’in gebelik durumu kullanimi
Amerika Birlesik Devletlerinde C, Avustralya’da ise B3 olarak, uygulama yolu ise
cilt altina enjeksiyon olarak tanimlanmustir (Int. Kay. 14, 2021).
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1.4.4. Liraglutid Dozu

Liraglutid yetiskinler i¢in bir hafta boyunca giinde bir kez alinmasi gereken doz 0.6
mg'dir. Bir hafta sonra, dozaj giinde bir kez deri altindan 1.2 mg olarak ayarlanabilir,
giinde 1.8 mg'a kadar artirabilir. Liraglutid bakim dozu giinde 1.2 ve 1.8 mg arasinda

olmalidir. Bununla birlikte, maksimum doz giinde 1.8 mg'dir (int. Kyn.4).

1942 yilinda Metropolitan Hayat Sigortast Sirketi viicut agirligi ve 6liim orani
arasindaki iliskiye bakarak “ideal” kiloyu (Akt. Komaroff, 2016), ardindan 1959
yilinda “arzu edilen” kiloyu (Metropolitan Hayat Sigortas1 Sirketi, 1959; Society of
Actuaries, 1959) ve sonunda 1983 yilinda “boya gore kilo” tablosunu olusturmustur
(Metropolitan Hayat Sigortas1 Sirketi, 1983). Bu standart tablolar DSO tarafindan
belirlenen ve tiim yetiskinler i¢in gegerli olan smiflandirmanin temelini olmustur.
Obezite, hem yetiskinleri hem de c¢ocuklar1 etkileyen, gelismis ve gelismekte
olan iilkelerde yaygin olan, yag dokusunun asir1 biiyiimesi olarak tanimlanan, kronik
bir hastaliktir (DSO, 2000). “Asir1 kilo” ve “obezite” terimleri bilimsel literatiirde ve
glinliik dilde birbirinin yerine kullanilsa da bu iki kavram farklidir. “Asir1 kilo” boy
ve yasa gore standarttan daha kilolu olanlar1 belirtir, “obezite” ise asir1 viicut yagini

ifade eder (Field vd., 2003).

Obez kelimesi Latincede “sisman, tombul” anlamina gelen ‘“obesus” dan
tiiretilmistir. Diinya Saglik Orgiitii (DSO) obeziteyi “viicut yag miktarmin saglig
bozacak sekilde asir1 veya anormal birikmesi® olarak tanimlanmaktadir. Obezite tek
bir sekilde agiklanamayan, tibbi, sosyal ve psikolojik pek ¢ok komplikasyonu olan
karmasik bir saglik sorunudur (Int. Kyn. 2).

NTD anne obezitesi ile olan iliski 6zellikle dikkat ¢ekicidir ve diinya ¢apinda cesitli
poplilasyondaki calismalarda tutarli bir sekilde rapor edilmistir. Obezite ile iligkili
riskler spina bifida i¢in anensefali ile karsilastirildiginda daha kuvvetlidir. Obezite
(viicut kitle indeksi> 35) ile spina bifidayr birbirine baglayan "doz yanit" iligkisini
gosteren daha biiyiik risklerle iliskilendirilmistir (Stothard vd., 2009; Carmichael vd.,
2010).
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2. MATERYAL ve METOT

Bu calisma icin Afyon Kocatepe Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’ndan (AKUHADYEK) 24/02/2020 tarih ve 49533702/216 sayili karari ile
etik kurul izni alind1 (EK-1). Calismanin her agsamasinda yapilan tiim islemler etik
kurul yonergesinde belirtilen kurallara uygun olarak gerceklestirildi. Calismanin
deney asamasi Afyonkarahisar Saglik Bilimleri Universitesi Tip Fakiiltesi Anatomi
Anabilim Dali’nda makroskobik ve mikroskobik incelemeleri ise Afyon Kocatepe

Universitesi Veteriner Fakiiltesi Anatomi Anabilim Dali’ndagerceklestirildi.
2.1. Deney Sirasinda Kullamlan Kimyasallar

e Liraglutid (C172H265N430s:)
e Hematoksilen

e Eosin

e May-Griinland Giemsa

e Parafin

e Baticon

e Ethanol %99

e Methanol

e Ksilen

e Formaldehit

e Entellan
2.2. Deney Hayvam

Agirliklart 61+5 gr arasinda; 100 adet, beyaz, fertil ve 0 giinlik SPF (specific
patogen free) (EK-2) yumurtalar kullanildi. Bu 6zel patojen bulunmayan yumurtalar
Izmir Bornova Veteriner Kontrol Enstitiisii Miidiirliigii’nden temin edildi. (Resim

2.1)
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Resim 2.1:(A) Fertil 0. giin SPFyumurtalar ve tartilmasi (B)

2.3.Laboratuvar Kosullar

Deneyde Afyonkarahisar Saglik Bilimleri Universitesi Tip Fakiiltesi Anatomi
Anabilim Dali Laboratuvarinda bulunan inkiibator ve yukarida belirtilen malzemeler
ilave olarak, biiyiik cam kap, petri kutusu, steril seffaf kasik, penset, forceps, makas,
gaz tampon, Hamilton mikroenjektorii, ipek flaster, parafilm, distile su, plastik
kapakli kap, hassas terazi, baticon, alkol, mikropipet, enjektér ve elde edilen

embriyolarin saklanmasi i¢in %10’luk formaldehit soliisyonu olarak siralandi.
2.4.inkiibator

Deneyde AFSU Anatomi Laboratuvarindaki mevcut olan ve énceki ¢alismalarda da
kullanilan, standardizasyonu yapilmis otomatik inkiibatér kullanildi. Inkiibatér
standardizasyonu 37.5+0.5°C sabit ortam sicaklig1 ve %6045 bagil nem oran1 olarak
belirlendi (Resim 2.2). inkiibator, istenen ideal ortam sicakligina bagil nem oranina
ulasincaya kadar 1 saat siireyle bos olarak calistirildi. Yumurtalar kulucka
makinesine dar kismi1 asagiya gelecek sekilde yerlestirildi. Her 2 saatte bir 45° aciyla

otomatik olarak dondiiriilmesi otomatik olarak ayarlandi.

18



o122 =31/

40| e e ® ¢

Resim 2.2: Yumurtalarin yerlestirildigi inkiibator (A, B)

2.5.Deney Gruplarmin Olusturulmasi

SPF yumurtalar asagida belirtilen ii¢ deney ve bir kontrol olmak iizere dort gruba
ayrildi (Tablo 2.1). Her grupta 25 SPF yumurta yer aldi. SPF yumurtalar i¢in uygun

1s1 ve nem (37.5+0.5°C 1s1 ve %60+5 nem) kosullar1 sagland1 ve 48 saat boyunca
takip edildi.

Tablo 2.1: Deney gruplari ve uygulanan ilaglarin dozlar

Kullanilan Etken - .
Gruplar Madde ve Dozlart Verilis Yolu ve Hacmi
Grup 1l Liraglutid 30 mg/kg Subblastodermik alana 0.03 ml

Grup 2 Liraglutid150 mg/kg Subblastodermik alana 0.03 ml
Grup 3 Liraglutid 300 mg/kg Subblastodermik alana 0.03 mi
Grup 4 Kontrol Sham

Calismanin 24 ile 28. saatleri arasinda dollenmis yumurtalar inkiibatorden ¢ikarildi.
Steril sartlar altinda (Yumurta kabugunun baticon ve %70 etil alkol ile
dezenfeksiyonu saglandi) steril forcepsler yardimi ile yaklagik 0.5 cm'lik pencereler
acildr ve embriyo goriildii. A¢ilan kabuk pencereden Hamilton mikroenjektorii ile
yaklasik 45° ac1 verilerek daha once hazirlanmis, calisma prosediiriinde belirtilen
dozlardaki teratojen ajan Liraglutid (Saxenda 6 mg/3 ml pre-filled-pen, novo
nordisk) steril sartlarda serum fizyolojikte ¢oOziilerek tiim gruplara 30 pl
subblastodermik enjekte edildi (Resim 3.4). Kontrol grubuna ise herhangi bir ajan

enjekte edilmedi. Enjeksiyon sonrasi tiim yumurtalardaki delikler steril drape ile
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kapatildi ve kapatilan yumurta 180° derece cevrilerek kulugka makinesine tekrar

yerlestirildi.

Resim 2.3: Yumurta isaretlenmesi, pencere agilmasi(A) ve H&H enjektorii ile Liraglutid
verilmesi(B) , Parafilm ve ipek flaster (C), Enjeksiyon sonrasi inkiibatore yerlestirme(D)

2.6.Embriyolarin Elde Edilmesi

Inkiibasyonun 44-48. saatinde SPF yumurtalar en son durus pozisyonlar1 korunarak
inkiibatorden alinip, oda 1s1sinda sogutuldu. Yumurta kabugu iizerine povidon iyodiir
ve sonrasinda %70 etil alkol dokiilerek dezenfeksiyonu saglandi. Yumurtalar forceps
yardimut ile tepesinden kirilarak biiyiik bir pencere agildi. A¢ilan pencerenin ardindan
yumurta zart (koryoallantoik membran) kaldirildi. Kaldirilan zarin altinda
embriyonal disk tespit edildi. Embriyonal diskin yaklasik 0.5 cm lateral ¢evresinden
diseksiyon makasiyla farkli kesiler atildi. Daha sonra tek kullanimlik steril seffaf

kasik yardimi ile embriyonun altina girilerek embriyonal disk vitellin membrandan
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ayrildi. Ayrilan embriyo daha dnceden hazirlamis oldugumuz, icerisinde distile su

bulunan petri kabina alindi.(Resim 2.4)

Resim 2.4: (A) Steril malzemeler, (B) Embriyonal diskin kesimi , (C) Embriyonun petri
kutusuna alinmasi , (D) Embriyonun lama alinmasi

Petri kabindaki distile su igindeki embriyolar % 10 formaldehit ¢ozeltisi igerisine

alindi.

Resim 2.5: Petri kutusundan formaldehit soliisyonuna alinan embriyolar

2.7.Embriyolarin Makroskobik ve Mikroskobik Incelenmesi

% 10 formaldehit i¢indeki ornekler 48 saat sonunda % 5 formaldehit soliisyonuna
alindi ve 48 saat bekletildi. Daha sonra lama alinan embriyolar pipet yardimiyla
distile su ile yikanip Hamburger-Hamilton Tavuk Embriyo Siniflandirma Sistemi
temel alinarak, 151k mikroskobu yardimiyla 40’lik biiyiitme altinda degerlendirildi.
Noral tiiplin agik veya kapali olmasi, kranio-kaudal uzunlugu, embriyolojik gelisim
olup olmamasi ve somit sayilar1 belirlendi ve embriyolar siniflandirildi. Dort
embriyoda agma hatasi, bes embriyoda ise bos olmasi nedeniyle ¢alisma disi

kalmastir.

Mikroskobik inceleme igin embriyolar lamlara alinarak oOncelikle seffaflagtirma

islemine tabi tutuldu (Tablo 2.2). Seffaflastirma isleminin ardindan Tablo 2.3’deki
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prosediire gore Hematoksilen ve Eosin boyalari ile boyama yapilarak lamlar entellan

vasitastyla kapatildi.
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Tablo 2.2: Seffalastirma Prosediirii

islem Madde Siire
Tespit %10 Formalin 48 saat
Tespit %5 Formalin 48 saat
Fiksatifin Uzaklastirilmasi Distile su 5 dakika
Dehidratasyon %50 Etil Alkol 3 dakika
Dehidratasyon %60 Etil Alkol 3 dakika
Dehidratasyon %70 Etil Alkol 3 dakika
Dehidratasyon %80 Etil Alkol 3 dakika
Dehidratasyon %90 Etil Alkol 3 dakika
Dehidratasyon %100 Etil Alkol 3 dakika
Dehidratasyon %100 Etil Alkol 3 dakika
Seffaflastirma Ksilen 2 dakika
Tablo 2.3: Hematoksilen ve Eosin Boyama Prosediirii

Islem Madde Siire
Rehidratasyon %95 Alkol 2 dakika
Rehidratasyon %80 Alkol 2 dakika
Rehidratasyon %70 Alkol 2 dakika
Rehidratasyon %60 Alkol 2 dakika
Yikama Pipetle distile 3 saniye
Kurulama Lamda kalan distile suyu Y5 dakika
Boyama Hematoksilen 45 saniye
Yikama Pipetle distile 1 dakika
Kurulama Lamda kalan distile suyu Y, dakika
Boyama Eosin 45 saniye
Yikama Pipetle distile 3 saniye
Kurulama Lamda kalan distile suyu Y5 dakika
Seffaflastirma Ksilen 1 saat
Kapatma Entellan (Lamel)
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Resim 2.6: Agik noral tiiplii civeiv embriyosunun 1s1k mikroskobu goriintiisii H, kalp; N,
notokord; NT, noéral tlip; S, somit. (A), Acik noral tiiplii civciv embriyosunun (H&E) ile
boyanmasi (B), Civciv embriyosu ( Giiveng, 2013). (C)

2.8.Verilerin Degerlendirilmesi

Verilerin istatiksel analizi SPSS 20 (Statistical Package fort he Social Sciences) programi
kullanilarak yapildi. Veriler noral tiip pozisyonu (agik/kapali) ki-kare testi kullanilarak analiz
edildi. Embriyolarin bas-ki¢ uzunlugu, somit sayisi, Kruskal-Wallis, Mann-Whitney U, One
Sample Custom ve Simirnowtestleri kullanilarak analiz edildi. P<0.05 olan degerler
istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Veriler ortalama + standart sapma seklinde

gosterildi.
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3. BULGULAR

Calismamizda degisik dozlarda liraglutid’in noral tip gelisimi iizerine etkisi
arastirildi ve liraglutid verilen gruplarla kontrol grubuna ait bulgular ayr1 basliklar
halinde sunuldu. Kontrol grubunda 22, diisiik doz grubunda 21, orta doz grubunda 22
ve yliksek doz grubunda 22 embriyo incelendi. Morfolojik degerlendirmede ndral
tiplin agik veya kapali olmasi, bas-ki¢ uzunlugu, embriyolojik gelisim olup
olmamasi ve somit sayilar1 151k ve stereo mikroskop ile degerlendirildi. Mikroskoik
incelemelerde Hematoksilen — Eozin ve May-Griinwald Giemsa Boyama yontemleri

uygulandi. Ortalama degerler ve istatistiksel analizler tablo halinde ifade edildi.

Yapilan ¢alisma sonucunda gruplar arasi noral tiip agik-kapalilik durumu Tablo 3.1.”

de gosterilmistir.

Tablo 3.1: Gruplar arasi noral tiip agik-kapalilik durumu

Parametreler Kontrol R Cig Yiiksek
Doz Doz Doz

Noral Tiip_Acik 1 1 3 3

Noral Tiip_Kapal 21 20 19 19

Tablo 3.1.”e gore Diisiik doz (30 pg/ kg /1,5 pg/yumurta basi) liraglutid enjeksiyonu
sonras1 20 embriyoda néral tiipiin kapali oldugu (%80), 1 embriyoda noéral tiipiin agik
oldugu (%4), 1 embriyoda gelisim geriligi oldugu (%4), 1 embriyoda diskin
olusmadig1 (%4) ve 2 embriyoda ise agma hatas1 olustugu (%8) goriildii. Orta doz
(150 pg/kg/7,5 pg/yumurta basi) liraglutid enjeksiyonu sonrasi 19 embriyoda noral
tiptin kapali oldugu (%76), 3 embriyoda néral tipiin agik oldugu (%12), 1
embriyoda gelisim geriligi oldugu (%4), 1 embriyoda diskin olugsmadig1 (%4) ve 1
embriyoda ise agma hatasi olustugu (%4) goriildi. Yiksek doz (300 pg/kg/15
ng/yumurta basi) liraglutid enjeksiyonu sonrasi 19 embriyoda néral tiipiin kapal
oldugu (%76), 3 embriyoda noral tiiplin agik oldugu (%12), 1 embriyoda gelisim
geriligi oldugu (%4), 1 embriyoda diskin olusmadig1 (%4) ve 1 embriyoda ise agma
hatasi olustugu (%4) goriildi. Kontrol grubunda ise 21 embriyoda néral tiipiin kapal
oldugu (%84), 1 embriyoda néral tiipiin agik oldugu (%4), 1 embriyoda gelisim
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geriligi oldugu (%4), 2 embriyoda diskin olusmadigi (%8) ve agma hatasi olmadigi
(%0) gozlendi.

Tablo 3.2:Gruplara gore somit sayisi ve bas-ki¢ 6l¢timlerinin dagilimi

Somit Sayisi Bas-Ki¢(um)
Gruplar MEANS =SE MEANS %SE
Kontrol 16,27 £ 0,26 670,50 + 6,432
Diisiik Doz 15,95+ 0,31 660,37 +4,58°
Orta Doz 15,45+ 0,29 660,20 + 6,48°
Yiiksek Doz 15,50+ 0,31 631,62 + 6,65"
P Degeri 0,159 0,000
ab : Ayni siitunda farkli harf tagiyan gruplar arasi farklilik 6nemlidir.

p<0,05 : Kontrol grubuna nazaran anlamli olarak farklidir

Tablo 3.2. incelendiginde somit sayisi bakimindan kontrol grubu ile deney gruplari
arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli olmadigi tespit edildi (p>0.05). Aym
tabloya gore bag-ki¢ uzunluklari ortalamasi kontrol grubu (670.50 um) ile diisiik doz
(660.37 um) ve orta doz (660.20 um) gruplarinda benzer iken yiiksek doz grubunda
631.62 pm’ye diistiigi ve yiiksek doz grubu ile diger gruplar arasindaki farkin
istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edildi (P<0.05). Bu bulgu Liraglutid’in

yiiksek dozunun embriyoda gelisim geriligine neden olabilecegini diisiindiirdii.

25252525
25
20
15
10
5 33 2 2
11 1111 111 11
. oa B oo boe ‘Be
Noral Noral Embriyo Bos Ac¢ma Hatas1 Toplam
Tip Acik Tiip_Kapali Gelisim
Geriligi
m KONTROL mDUSUK ORTA =mYUKSEK

Sekil 3.1:Gruplar aras1 arastirilan tiim parametrelerin durumu

Incelenen tiim parametrelerin gruplara gore dagilimi gosteren cizelge Sekil 3.1.’de

gosterilmistir.
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1. grupta 30 ug/kg/1.5 pg/yumurta basi liraglutid enjeksiyonu sonrasi 20 embriyoda
noral tiipiin kapali oldugu (%80), 1 embriyoda noéral tiiptin agik oldugu (%4), 1
embriyoda gelisim geriligi oldugu (%4), 1 embriyoda diskin olusmadigi (%4) ve 2
embriyoda ise agma hatast olustugu (%8) bas-ki¢c uzunlugunun 660.37 + 20.98 pum
oldugu, somit sayisinin 15.95+1.43 oldugu, embriyolarin Hamburger Hamilton

skalasina gore 11-12 evre araliginda oldugu,

2. grupta 150 ug/kg/7.5 pg/yumurta basi liraglutid enjeksiyonu sonrasi 19 embriyoda
noral tliplin kapali oldugu (%76), 3 embriyoda noral tiiplin acik oldugu (%12), 1
embriyoda gelisim geriligi oldugu (%4), 1 embriyoda diskin olugsmadig1 (%4) ve 1
embriyoda ise agma hatasi olustugu (%4), bas-ki¢ uzunlugunun 660.20+£30.39 um
oldugu, somit sayisinin 15,45+1,37 oldugu, embriyolarin Hamburger Hamilton

skalasina gore 11-12 evre araliginda oldugu,

3. grupta 300 pg/kg/15 pg/yumurta basi liraglutid enjeksiyonu sonrast 19 embriyoda
noral tliplin kapali oldugu (%76), 3 embriyoda noral tliplin acik oldugu (%12), 1
embriyoda gelisim geriligi oldugu (%#4), 1 embriyoda diskin olugsmadigi (%4) ve 1
embriyoda ise agma hatasi olustugu (%4), bas-ki¢ uzunlugunun 631.62 + 31.05 pm
oldugu, somit sayisinin 15.50 + 1.43 oldugu, embriyonun Hamburger Hamilton

skalasina gore 11-12 evre araliginda oldugu,

4. grupta (sham grubu) 21 embriyoda noral tiipiin kapali oldugu (%84), 1 embriyoda
noral tiipiin agik oldugu (%4), 1 embriyoda gelisim geriligi oldugu (%4), 2
embriyoda diskin olugsmadigi (%8), bas-ki¢ uzunlugunun 670.50 + 30.14 pm, somit
sayisinin 16.27 + 1.24 oldugu, embriyolarin Hamburger Hamilton skalasina gore 11-

12 evre araliginda oldugu saptandi.
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4. TARTISMA

Merkezi sinir sistemi embriyolojik hayatta ilk fonksiyon goéstermeye baslayan
yapilardan biridir. Noral tiip defektleri olusumu multifaktoriyeldir. NTD’de birgok
genetik ve c¢evresel faktor kraniyal ya da spinal disrafizm (bitisim bozuklugu)
gelisiminde ortak rol alirlar. Olusma ya da tekrarlama riski yalnizca anensefali,
egzensefali, ensefalosel ve acik spina bifida gibi major anomalilerde gosterilmistir.
Noral tiip defekti olan bir bebege sahip olma riski, o toplumdaki genel insidansa,
ailede daha Once tani alan hasta sayisina, hastalarin yakinlik durumuna ve bir¢ok
bagka faktore baglidir. NTD, olusmakta olan sinir dokusunun tiim ya da pargali
olarak kapanamamasi nedeniyle ortaya ¢ikmaktadir. NTD modeli olusturma
yontemleri arasinda; memeli, kanatli, amfibiler ve bilgisayar modellemeleri
olusturma secgenekleri sayilabilir. Bu Orneklerin birbirlerine gore avantaj ve
dezavantajlart s6z konusudur. Memeli modellemeleri olan rat ve fareler daha
karmasik ve uzun siireli calisma gerektirirken, kanatli ve amfibilerdeki modellemeler
ise daha kolay ve pratik yontemlerdir. Erken donem tavuk embriyosu modellemesi
(ilk 48 saat) memelilerde embriyonel gelisimin ilk aymna uyan ve kimyasallarin
embriyonel gelisim iizerine etkilerinin incelendigi uygun bir modelleme O6rnegidir

(Tureci vd., 2011).

Embriyotoksik ve teratojenik etkilerinin sican veya fare gibi kemirgenler ya da
tavsanlar iizerinde ayrmtili olarak test edilmesi gerekmektedir. Incelenen
caligmalarda ortalama 8-10 yumurta kullanilirken deneyimizde 25 yumurta
kullanilmistir. Kanatli yumurtalarinin kullanildigr c¢alismalarda test maddesinin
uygun ¢oziiclide ¢oziinmesi olduk¢a 6nemlidir. Bu nedenle en uygun steril bidistile
su ¢oziicl olarak kullanilmistir. Literatiir taramalarinda da goriildiigii gibi deneyde

onceki deneyler ile paralellik gostermektedir.

Noral tiip kusurlart merkezi sinir sisteminin en yaygin dogumsal anomalisi olup
embriyonik gelisimin 3. ve 4. haftalarinda noral tiipiin uygunsuz veya eksik
kapanmasinin bir sonucu olarak ortaya c¢ikar (Wang vd., 2019). Tavuk embriyo
modelinin kullanildigit NT'nin gelisimi iizerine birgok ¢alisma vardir (Yerby,

2003;Ertekin vd., 2019; Dady ve Duband, 2017; Mete vd., 2016). Tavuk
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embriyosunun ozellikle ilk 48 saatlik gelisimi memeli omurgasinin embriyonik
gelisiminin ilk ayina benzer. Bu nedenle civeiv embriyolarinin kullanimi noéral tiip
bozukluguna neden olabilecegi diisiiniilen maddeler icin i¢in olduk¢a uygundur
(Atay vd., 2020; Emon vd., 2015). Baz1 ¢alismalarda, en sik kullanilan teratojenik
maddelerin NT'min agik veya kapali durumuna etkisi incelenmistir (Yildiz ve

Akbayrak, 2008; Song vd., 2012).

Erken civciv embriyo modelinde sitokalazinler, ionofor, papaverin, diazepam,
verapamil, lokal anestetikler, etanol, metotreksat ve aminopterin gibi folat
antagonistleri, fenitoin ve valproik asit gibi antiepileptikler, meloksikam benzeri non
steroidal antienflamatuar ila¢ etken maddesine sahip agri kesicilerin noral oluk
birlesme kusurlarina yol agtign raporlanmistir. (Ozer vd., 2012). Cetinkal (2010)
caligmasinda yiiksek doz meloksikamin erken civciv embriyo modelinde noéral tiip
defekti tanisini arttirdigini saptamistir. Vatansever vd. (2003) civciv embriyo modeli
deneyinde metotreksatin 48-72 saatlik inkiibasyondan sonra embriyolarda noral
tiplin kapanmasinda kusurlara neden oldugunu bildirmistir. Lee vd. (1982) erken
dénem tavuk embriyolarinda 500 pg/ml kafein maddesinin noral tiip defekti gelisme
sikligint belirgin sekilde arttirdigini belirtmislerdir. Calismamizda liraglutid’in civciv

embriyolarinda noral tiip agiklik / kapalilik durumuna etkisi olmadigi belirlenmistir.

Whitsel vd. (2002), epilepsi tedavisinde kullanilan valproik asitin teratojenik
etkilerini incelemek i¢in embriyoya 24. saatinde blastositin altina farkli dozlarda
enjeksiyonunu yapmis, makroskobik olarak biiylimede gerileme, goz dokusu ve
iskelet sisteminde ait anomaliler tespit etmislerdir. Ertekin vd. (2019) ¢alismalarinda
Non Steroid Antioksidan bir ilag olan diklofenak sodyumun, civciv embriyosunda
noral tiip kusurlarinin yaninda bag-ki¢c uzunlugu ve somit sayisini 6nemli Slglide
azalttigint ve noron gelisiminin etkilendigini gostermistir. Calismamizda Sadece
yiiksek doz liraglutid’in bas-ki¢ uzunlugunu diisiirdiigii ve bu farkin istatistiksel
olarak anlamli oldugu (P<0.05) belirlenmistir.
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5. SONUC ve ONERILER

Sunulan bu ¢aligma sonucunda genel olarak kandaki glikoz seviyesini diisiiren ve
kilo vermek i¢in kullanilan ve liraglutid etken maddesini igeren ilacin civciv
embriyolarinda noéral tip defektine sebep olmadigi tespit edilmistir. Ancak
hamileliklerine obezite ve tip 2 diyabetin eslik ettigi durumlarda liraglutid kullanimi
ile ilgili yapilacak calismalarda sinir dokusuna ait histokimya ve
immiinohistokimyasal boyamalarda daha nitelikli sonuglar elde edilebilecegi
diistiniilmektedir. Bununla birlikte yliksek doz verilen grupta bas-ki¢ uzunlugunda
saptadigimiz dislisiin, ileriki caligmalarda liragulitid’in gelisim geriligine olan

etkilerinin daha iyi anlagilmasina katki saglayacag diistiniilmektedir.
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